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論文内容の要旨
核蛋白質ヒストンは、真核生物の核内で DNA と結合してクロマチンを形成する。 4種類のコアヒストン (H2A、
H2B、 H3 、 H4) は各々 2 分子が会合した 8 量体を形成し、そのまわりを 2 重鎖 DNA が約 1 回半巻き付くヌクレオ
ソームと呼ばれる構造単位を形成している。ヒストンはその N末端領域の複数のアミノ酸にアセチル化、メチル化な
どの様々な翻訳後修飾を受けることが知られており、それらの修飾は、ヌクレオソームの高次構造の変化、転写調節
やクロマチン凝集といった DNA の挙動に深く関わっている。本研究は、複数の異なる修飾を受けるヒストンの修飾
構造を、効率よく解析する方法を確立し、様々な生理的条件下でのヒストン修飾の構造変化の解明に応用することを
目的として行った。まず、 E81 質量分析の定量性を検討した。リジンを 4 つ含むペプチド標準品に無水酢酸を作用さ
せ、 0'"'-'4 個アセチル化されたペプチド混合物の LC/E8I-M8 で観測される各々の分子種のイオン化効率を比較した。
アセチル化の数が増えるにつれ、 E81 で観測されるイオンの価数は減少したが、総イオン量はアセチル化量と関係な
くペプチドの存在量にほぼ比例することが確認できた。
トリ赤血球核から抽出した 4種類のコアヒストンの E81 質量スベクトルでは、 14Da ずつ質量の異なるイオン群が
観測された。各々の観測分子量は修飾(メチル化(+ 14) 、アセチル化 (+42) )あるいは予想されるバリアントの
質量に一致した。 H2B と H2A は、タンパク質全体の分子量から、その修飾様式が予想、できた。しかし、 H4 と H3
で観測された分子量は、修飾の組み合わせに様々な可能性が考えられ、分子量情報だけでは、修飾様式を帰属するに
は不十分であった。
そこで、 4 種類のコアヒストン中で、もっとも複雑な H3 を用いて解析法を検討した。 H3 の解析を困難にしてい
る理由のひとつに、 トリメチル化 (42.0470) とアセチル化 (42.0106) が混在することがあげられる。両者の分子量
は約 36mDa 差であるが精密質量測定によって判別可能で、あった。また、 H3 の修飾を示唆する情報として、 M81M8
において、特異的なインモニウムイオン(アセチルリジンには 126、メチルリジンには 98) が観測された。さらに、
MALDI 質量分析法を用いた実験では、 トリメチルリジンに特異的な脱離反応によって得られる、新規なフラグメン
トイオンを見出した。このイオンはもとになるトリメチルリジンを含むペプチドの質量より 59Da (トリメチルアミ
ンに相当する)低く観測される。 M8瓜1:8 質量分析においても、 トリメチルリジンを含むフラグメントイオンから、
-59Da のイオンが付随して観測され、ペプチド中のトリメチルリジンは、アセチルリジンと区別して部位特異的に問
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定可能であることがわかった。
ヒストン修飾の構造変化の解析例として、マウス精巣由来脹性癌細胞 P19 細胞のヒストンを分析した。 P19 細胞は
レチノイン酸処理により神経細胞へと分化させることができる。分化前の全能性をもっ細胞と、分化後の分裂終了細
胞である神経細胞では DNA の機能は大きく異なっており、クロマチンの構造と密接に関連するヒストン翻訳後修飾
にも差がみられるものと予想された。 4 種類のコアヒストンをそれぞれ質量分析で測定した結果、 H3、 H4 では、分
化誘導前後でその分子量分布に大きな変化が見られた。すなわち、 H3 の質量スベクトルからは、未分化細胞では、
神経細胞よりも多岐の修飾(メチル化・アセチル化)の存在が示唆された。また、 H4 の質量スベクトルでは、分化
誘導前に存在した未修飾の分子種とモノメチル化された分子種が、分化誘導後ではほとんど消失し、ジメチル化へと
允進していた。 ESI-M8瓜([8 による解析の結果、このジメチル化部位は Lys20 であった。
論文審査の結果の要旨
ヒストンは真核生物の細胞核内で DNA と結合し、生命機能を維持する重要なタンパク質である。本論文では、最
近注目を集めているコアヒストン (H2A、 H2B、 H3、 H4 の 4 種のタンパク質からなる)における様々な翻訳後修飾
の質量分析による検出、及び、構造解析法に関する研究を行っており、構造解析に関わる重要な知見と新規な構造
(Lys79 におけるメチル化)をマウス由来ヒストン H3 に見出している。特に、構造解析に関して、リシン側鎖で起
こるメチル化は、モノ、ジ、 トリメチル化の 3 種類の修飾様式が知られており、また、ヒストン以外のタンパク質に
も一般的に見られる機能と深く関連する重要な修飾であるが、これまで定法による検出、同定は困難で、あった。本研
究では、これらの修飾が質量分析により同時に検出、同定可能であることが示されている。特に、 トリメチルリシン
においては、マトリックス支援レーザー脱離イオン化質量分析において特異的な断片化(トリメチルアミンの脱離)
が起こることを証明しており、それがトリメチルリシンの同定に有力な証拠となることを見出している点は高く評価
できる。これらの成果は、クロマチンにおけるヒストン修飾の構造解析法に新たな道を拓くものであり、博士(理学)
の学位論文として十分価値があるものと認める。
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